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ekonder metabolitler, organizma herhangi bir stres durumuyla Kkarsilastig za-

man faaliyete gecen 6zellesmis metabolik yollar tarafindan tretilirler. Bu tirtin-
lerin ara metabolizma {irtinlerinden farki, organizmanin biiytimesi ve tiremesi icin
mutlak gerekli olmamalaridir. Buna ragmen organizma i¢in 6nemli birtakim fonk-
siyonlar tstlenirler. Atiklarin uzaklastirilmasi, detoksifikasyon, savunma ve hiicre-
ler aras1 haberlesme bu fonksiyonlar arasindadir [1]. Uretildikleri organizma i¢in
ustlendikleri bu cesitli gorevlerin disinda sekonder metabolitler antibiyotik, kemo-
terapotik, pestisid, imminstipresif, antilipolitik ajan gibi cok cesitli farmasotik
fonksiyonlara da sahiptir ve bu etkileri nedeniyle yaygin sekilde kullanilmaktadir
[2]. Fonksiyonlarindaki cesitlilige benzer sekilde, bu bilesikler kimyasal yapilar1 ba-
kimindan da ¢ok biiyiik cesitlilik gosterirler. Bu makalede, ribozom dis1 yolla sen-
tezlenen oligopeptid yapisindaki sekonder metabolitler (nonribozomal peptidler)
ele alinacak ve sentezlenme mekanizmasi incelenecektir.

Ribozom dist yolla sentezlenen peptidler

Biyolojik aktiviteye sahip oligo ve polipeptid yapisindaki sekonder metabolit-
lerden bir kismi1 ribozomal protein sentez sistemi tarafindan tretilir. Bu sistem di-
ger biitlin proteinlerin sentezinde kullanilan ribozomal mekanizma yardimiyla,
biitlin diger proteinlerde bulunan standart aminoasitlerden olusan yapilar tiretir.
Ribozomlarda protein sentezi birka¢c asamada gerceklesir. Ozetle bu asamalar: Ge-
netik olarak kodlanan standart L-aminoasitler ve bunlara ait tRNA ve aminoacil-
tRNA sentetazlardan olusan ve gerekli enerjinin ATP hidrolizinden saglandig1 ak-
tivasyon asamasi; mRNA’daki baslatict kodonun kalip (templat) olarak kullanildi-
g1, N-formilmetionil-tRNA (6karyotlarda metionil-tRNA) ve cesitli baslatic1 faktor-
lerin rol aldigi, enerjinin GTP hidrolizinden saglandigi baslama asamasi; yine
mRNA'nin Kalip olarak kullanildigi, kodonlar tarafindan belirlenen aminoagil-
tRNA'larin ve cesitli uzama (elongasyon) faktorlerinin rol aldigi, gerekli enerjinin
GTP hidrolizinden saglandig: zincir uzama asamasi;; mRNA’daki zincir sonlanma
kodonu ile belirlenen, polipeptid serbest birakici faktorlerin kalip olarak kullanil-
dig1, ATP hidrolizinin eslik ettigi sonlanma ve ribozomlardan birakilma asamalari-
dir. Bu asamalardan sonra olusan polipeptid 6zgiil iic boyutlu yapisini alacak se-
kilde katlanir ve cgesitli enzim ve kofaktorlerin rol aldigi sentez sonrasi modifikas-
yonlar yardimiyla olgun protein molekiilii olusur [3].

Ribozom dis1 sistemde ise, peptidler yliksek molekiil agirlikli multienzimler (ri-
bozom dis1 peptid sentetazlar, NRPS) araciligiyla yag asiti sentezine benzer bir me-
kanizma ile sentezlenirler. Ribozom dis1 sentez mekanizmasinda da aktivasyon,
baslama, zincir uzamasi ve sonlanma asamalar1 bulunmasina ve gerekli enerji ATP
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hidrolizinden saglanmasina ragmen, kalip gorevini
mRNA yerine peptid sentetazlar iistlenir ve olusan
irlinlerde standart L-aminoasitlere ek olarak D-amino-
asitler, cok cesitli sira dis1 ve modifiye aminoasitler ve
yag asitleri de bulunur. Bu yolla sentezlenen oligopep-
tidlerin yapisinda 300’den fazla amino ve yag asiti tii-
revinin yer aldig: tespit edilmistir. Bu yapu taslar tiyo-
esterler seklinde aktive edilirler. Peptid bagi olusumu ve
zincir uzamasi, enzime kovalan olarak bagli fosfopante-
tein grubu yardimiyla yag asiti sentezine benzer bir me-
kanizma ile gerceklesir. Olusan tirtindeki aminoasit sa-
yis1 genellikle 3-15 arasindadir [4-9].

Ribozom dis1 peptid sentezi mekanizmas: ilk olarak
1971 yilinda, yag asiti sentez mekanizmasini da aydinlat-
mus olan Fritz Lipmann tarafindan ortaya atilmig ve “ti-
yotemplat mekanizmas1” olarak adlandirilmistir [10]. Ri-
bozom dis1 yolla sentezlendigi gosterilen ilk peptidler
Gramisidin S ve tirosidindir [11,12]. Takip eden yillarda
degisik farmakolojik etkilere sahip olan ¢ok sayida pepti-
din bu yolla sentezlendigi gosterilmistir. Streptomyces cla-
vuligerus'tan izole edilen antibiyotik etkili aktinomisin,
Fusarium oxysporum’dan izole edilen antihelmintik etkili
enniatin, Tolypocladium niveum’dan izole edilen immiin-
stipresif etkili siklosporin, Bacillus subtilis'ten izole edilen
stirfaktan etkili surfaktin, Pseudomonas syringae pv syrin-
gae’den elde edilen siringomisin, Aspergillus terreus'tan
izole edilen antihiperkolesterolemik ajan lovastatin,
Streptomyces verticillus ATCC15003 tarafindan iiretilen
antitiimoral etkili bleomisin ribozom dis1 yolla sentezle-
nen peptidlere birkac¢ drnektir [13-20]. Tablo 1’de ribo-

zom dis1 yolla sentezlenen peptidlerin bir kismi listele-
nmistir. Bu bilesiklerin yapilarinda ¢ok cesitli modifikas-
yonlar gézlenmektedir. Ornek olarak, bes aminoasitten
olusan aktinomisin ve sekiz aminoasitli surfaktin lakton
halkas1 icerir; alt1 {initeden olusan enniatin, hidroksi
asitlerin aminoasitlere ester bagiyla baglandig1 depsipep-
tid yapisindadir; dokuz aminoasit iceren siringomisin li-
podepsipeptid yapisina, lovastatin ve bleomisin ise pep-
tid-poliketid karisimi bir yapiya sahiptir. Sekil 1’de ribo-
zom dis1 yolla sentezlenen bazi biyoaktif peptidlerin ya-
pilar1 gorilmektedir.

Ribozom dis1 peptidlerle ilgili bilgiler hizla artmaya
devam etmektedir. Bir yandan yeni farmasotik etkili
urtinler kesfedilirken, bir yandan da var olan triinlerin
yeni fonksiyonlar: tespit edilmekte ve yeni endiistriyel
kullanim alanlar1 ortaya ¢ikarilmaktadir. S6zgelimi, sik-
losporin baslangicta antifungal etkisi nedeniyle kulla-
nilmakta iken, kuvvetli immiinsiipresif etkisi kesfedil-
dikten sonra, organ transplantasyonlar: sonrasinda kul-
lanilan en 6nemli kimyasal bilesik haline gelmistir [29].
Heniiz tedavi amaciyla kullanmilmayan siringomisinin
de antifungal, immiinstipresif etkilerinin yaninda anti-
mikobakteriyel etkilerinin de bulundugu, fakaltemiz la-
boratuvarlarinda tespit edilmistir [30-32].

Ribozom dis1 peptid sentezi

Peptid sentetazlar bircok ortak ozellige sahiptir.
Modiil olarak adlandirilan alt birimlerden olusurlar.
Yaklasik 1000 aminoasit iceren ve molekiil agirligi

Tablo 1. Ribozom disi yolla sentezlendigi gdsterilen bazi peptidler ve etkileri

Peptid Organizma Etki Kaynak
ACV Bacillus subtilis Penisilin ve sefalosporin éncili 21
Aktinomisin Streptomyces clavuligerus Antibiyotik 13
Basitrasin Bacillus licheniformis Antibiyotik 22
Bialafos Streptomyces hygroscopius Herbisit 23
Bleomisin Streptomyces verticillus Antitimoéral 20
Daptomisin Streptomyces roseosporus Antibiyotik 24
Enniatin Fusarium oxysporum Antihelmintik 14
Eksokelin Mycobacterium smegmatis Siderefor 25
Fengisin Bacillus subtilis 168 Biyosurfaktan, antimikrobiyal ve antiviral 26
Gramisidin S Bacillus brevis Antibakteriyel 12
Lovastatin Aspergillus terreus Antilipolitik 19
Pristinamisin | Streptomyces pristinaespiralis Antibiyotik 27
Siklosporin Tolypocladium niveum Immiinsiipresif 15
Siringomisin Pseudomonas syringae Antifungal, antimikobakteriyel 17,18
Surfaktin Bacillus subtilis Sirfaktan, antibakteriyel, antitimoral 16
Tirosidin Bacillus brevis Antibiyotik 11
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Ribozom disi yolla sentezlenen biyoaktif peptidler
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Siringomisin E

Sekil 1. Ribozom digi yolla sentezlenen Gramisidin S, Siklosporin A, Aktinomisin D ve Siringomisin E’nin kimyasal yapilari
[11,13,15,28].

Standart aminoasitler disinda kisaltmalar: MeLeu: N-metil I6sin, Abu: 2-aminobutirik asit, MeGly: N-metil glisin, MeVal: N-metil va-
lin, Sar: Sarkozin, Orn: Ornitin, Asp(3-OH): 3-hidroksiaspartik asit, Dab: L-2,4-diaminobdtirik asit, Dhb: L-2,3-dehidro-2-aminobti-
rik asit, Thr(4-Cl): 4-klorotreonin.

120 kDa civarinda olan her bir modiil, belirli bir ami- kodlayan genler 20 kb ve {stii biytikliikte gen kiime-
noasitin eklenmesi icin 6zgiildiir. Peptid sentetazda leri halinde diizenlenmislerdir. Tek bir modiili kodla-
bulunan modiil sayisi, genellikle olusan peptiddeki yan gen 3 kb civarindadir. Modiillerin siras1 genellik-
yapt taslarinin sayisina esittir. Peptid sentetazlar1 le sentezlenen peptiddeki yap: taslarinin dizilisini be-
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lirler. Bu sekilde modiiller peptid sentezinde kalip
(templat) islevi goriir. Bir modiil, adenilasyon bolge-
si, peptidil tasiyic1 bolgesi ve kondensasyon bolgesi
olmak tizere en az li¢ bolge (domain) igerir. Ayrica,
olusacak iirline gore epimerizasyon, N-metilasyon gi-
bi bolgeler de bulundurabilirler. Peptid sentetazlar ta-
rafindan peptid bagi olusumu mekanizmasini a¢ikla-
mak tlzere gelistirilen modele “multiple carrier mo-
del/coklu tasiyict model” adi verilmektedir [5,7,9].
OKkaryot peptid sentetazlar1 genellikle tek bir polipep-
tid zincirinden olusurken, prokaryotlarda modiillerin
birden fazla zincire dagildig: da goriilmektedir. Sekil
2’de penisilin ve sefalosporin ¢nciilii, i¢ aminoasit-
ten olusan ACV'yi [A-(L-a-aminoadipil)-L-sisteinil-D-
valin] sentezleyen ACV sentetazin modiiler yap: mo-
deli gortilmektedir. Asagida adenilasyon, peptidil ta-
siyic1 protein, kondensasyon ve tiyoesteraz bolgele-
rinde cereyan eden olaylarin aciklanmasinda bu mo-
delden yararlanilacaktir.

Adenilasyon bolgesi

Yaklasik 500 aminoasit iceren bu bolge aminoasitle-
ri tan1y1p aktive eder. Bu nedenle islevleri ribozomal sis-
temde aminoasitlerin aminoacil-tRNA’lar olusturmak
lizere aktive edilmeleri ile kiyaslanabilir. Adenilasyon
bolgesinin biiyiik kismi ¢ok iyi korunmus aminoasit di-

zilerinden olusur. Ayrica, aminoasitin (imino veya hid-
roksi asit) tanindigi yaklasik 10 aminoasitlik 6zgil bir
diziye de sahiptir. Yapi tas1 olan aminoasit (imino veya
hidroksi asit) bu 6zgiil dizi tarafindan tanindig1 zaman,
ATP’deki adenil gruplarinin kullanildigi adenilasyon re-
aksiyonu ile aktive edilir. Sekil 2’deki 1, 3 ve 6 numara-
I1 reaksiyonlar adenilasyon reaksiyonlaridir. Bu sekilde
aktive olmus aminoasitler modiillerin iizerinde yerleri-
ni alirlar.

Peptidil tastyici protein bolgesi

Bu bolge tiyolasyon bolgesi olarak da adlandirilir.
Seksen civarinda aminoasit icerir ve fonksiyon baki-
mindan yag asiti sentetazlar ve poliketid sentetazlar-
daki acil tastyic1 proteinle benzerlik gosterir. 4’-fosfo-
pantetein grubu bu bolgedeki bir serinin hidroksiline
kovalan olarak baglanmistir ve ileri geri hareket ede-
rek, aminoasitleri adenilasyon bolgesinden konden-
sasyon bolgesine tasiyan bir manivela gorevi gorir.
Adenilasyon yoluyla aktive olmus olan aminoasitler,
tiyoester olusturmak {iizere peptidil tasiyici protein
bolgesindeki fosfopantetein grubunun ucundaki stlf-
hidril (-SH) grubuna kovalan olarak baglanirlar. Ami-
noasitlerin tizerindeki AMP’ler serbest birakilir. Sekil
2'deki 2, 4 ve 7 numaral1 reaksiyonlar tiyoester olusu-
mu reaksiyonlaridir.

,— Modiil 1 —|

Baslangi¢

S-Cys-Aad | Val-S

\

Modiil 3 —H_ Te _I

Uzama Sonlanma

7

A
Vad f /‘ val
Aad Aad-AMP Cys Cys-AMP Val Val-AMP |
Cys
ATP PPi PPi . |
ATP ATP PP A

Sekil 2. Lineer tripeptid ACV’nin [A-(L-o-aminoadipil)-L-sisteinil-D-valin] sentez mekanizmasi (model, 9 numarali kaynaktaki tek mo-

dul seklinin gelistiriimesiyle olusturulmustur).

Kisaltmalar: A: Adenilasyon bélgesi, C: Kondensasyon bdlgesi, PCP: “Peptidyl carrier protein” peptidil tasiyici protein, E: Epimeri-
zasyon bolgesi, TE: Tiyoesteraz, Aad: Aminoadipil, -SH: Sulfhidril grubu, ATP: Adenozin trifosfat, AMP: Adenozin monofosfat, PPi:

Pirofosfat.
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Kondensasyon bolgesi

Peptid bag1 olusumu 450 aminoasit iceren kondensas-
yon bolgesinde gerceklesir. Fosfopantetein grubuna tiyo-
ester bagiyla bagh olan aminoasit, fosfopantetein grubu-
nun ileri geri salimim yapan kolu yardimiyla bir konden-
sasyon bolgesindeki alic (akseptdr) konumuna tasinir. Bir
onceki modiiliin fosfopantetein tastyicis: tarafindan veri-
ci (dondr) konumuna yerlestirilmis olan aminoasit veya
peptidil grubu ile kondensasyon, yani peptid bagi olusu-
mu gerceklesir. Sekil 2’deki 5 ve 8 numarali reaksiyonlar,
kondensasyon bolgesindeki peptid bagi olusumu reaksi-
yonlarini gostermektedir. Yeni olusan peptid tiyoesteri,
yine fosfopantetein grubu tarafindan bir sonraki modiil-
deki donor konumuna tasinir. Burada diger modiil tara-
findan getirilmis aminoasit ile aralarinda peptid bag:
olusturulur. Bu sekilde zincir uzamast devam eder. Modiil-
ler (L'den D’ye) epimerizasyon, N-metillenme gibi ek bol-
geler de icerebilirler. Boylece, cesitli D- veya modifiye
aminoasitler de olusan peptidde yerlerini alabilirler.

Peptid sentetaz enziminde, enzimin sentezledigi
urtindeki peptid bag1 sayis1 kadar kondensasyon bolge-
si bulunmasi gerekmektedir. Bu durumda genellikle
baslama reaksiyonunun gerceklestigi birinci modiilde
kondensasyon bolgesinin bulunmadigi kabul edilir.

Tiyoesteraz bolgesi

Peptid sentezinin sonlanmasi ve olusan peptidin sen-
tetazdan ayrilmasi montaj hattinin en sonunda yer alan
tiyoesteraz bolgesi yardimiyla basarilir. Bu bolge 250 ka-
dar aminoasitten olusmustur. Sentez tamamlanip triin
serbest birakildiktan sonra da bazi yap1 modifikasyonlari
cereyan edebilir. Bazen enniatinde ve Gramisidin S’de ol-
dugu gibi, peptid sentetazin sentezledigi birkag tinite bir-
leserek halkasal oligopeptid yapisini olusturur.

Sonug

Ribozom dis1 yolla sentezlenen peptidlerin farmaso-
tik ve endiistriyel 6nemleri, bu sahanin hizla genisleme-
sine yol acmustir. Bir yandan biyosentez mekanizmasi-
nin aydinlatilmasi ¢aligmalari, diger yandan biyolojik
etkili yeni peptidlerin arastirilmasi ve var olanlarin yeni
ozelliklerinin tespit edilmesi ¢aligmalari hizla ilerlemek-
tedir. Gen miuhendisligi teknikleri kullanilarak peptid
sentetaz alt birimlerini olusturan modiillerin elde edil-
mesi ve yeni kombinasyonlarda peptidlerin {iretilmesi
ile daha giiclii ve ¢cok daha az yan etkili peptidlerin ta-
sarlanmas1 miimkiin olabilir [33-36]. Benzer sekilde mo-
duller aracilig: ile olusan poliketid sentez modiilleri ile
karma sistemler olusturularak, peptid ve ketid karmasi
yapilar olusturmak da miimkiin olabilir [37].
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Dergimizin 2003 yili, 4. sayisinda yer alan “Sfingolipit ve glikojen depo hastaliklan tani laboratuvar” baslikli yazida bulunan basim
hatasini diizeltir, 6zur dileriz.
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DUZELTME: 255. sayfa, Tablo 1, 6. satir

Yanls:
ArilSiiffataz A | EDTA’l kan- 10 ml Koryonik villus 5 mg, | Spektrofotometrik, Soguk bloklar
Metakromatik | Deri fibroblast hiicre | Amniyon hticre p-nitrokatekol stilfat | arasinda, 4-8°C’de,
|6kodistrofi kultura-1 falkon kultura-1 falkon 24 saat icinde
Dogru:
ArilSiilfataz A | EDTA'l kan- 10 ml Amniyon hiicre Spektrofotometrik, Soguk bloklar
Metakromatik | Deri fibroblast hiicre | kulttrt-1 falkon p-nitrokatekol siilfat | arasinda, 4-8°C’de,
I6kodistrofi kilttra-1 falkon 24 saat icinde
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